Contribution in the study of Aujeszky's disease. II. Isolation and study of Aujeszky's virus from piglets and rats by ΣΤΟΦΟΡΟΣ, Ε. et al.
   
   




  Contribution in the study of Aujeszky's disease. II.
Isolation and study of Aujeszky's virus from piglets
and rats




ΜΑΣΤΡΟΠΑΝΝΗ Μ. Veterinary Institute of
infectious and Parasitic
Diseases 75, Iera Odos.
Athens-Greece
ΑΞΙΩΤΗΣ Ι. Veterinary Institute of
infectious and Parasitic
Diseases 75, Iera Odos.
Athens-Greece
ΧΑΤΖΗΜΑΝΩΛΑΚΗΣ Κ. Veterinary Institute of
infectious and Parasitic
Diseases 75, Iera Odos.
Athens-Greece
ΑΝΑΓΝΩΣΤΟΥ Λ. Veterinary Service of Evia
ΛΙΟΥΠΗΣ Σ. Veterinary Service of Evia
ΛΟΥΚΑ Σ. Veterinary Service of Evia




  Copyright © 2019 Ε. ΣΤΟΦΟΡΟΣ, Μ.
ΜΑΣΤΡΟΠΑΝΝΗ, Ι. ΑΞΙΩΤΗΣ, Κ.
ΧΑΤΖΗΜΑΝΩΛΑΚΗΣ, Λ. ΑΝΑΓΝΩΣΤΟΥ, Σ.
ΛΙΟΥΠΗΣ, Σ. ΛΟΥΚΑ, Ε. ΜΠΑΛΤΑΤΖΗ 
   
  
   
To cite this article:
ΣΤΟΦΟΡΟΣ, Ε., ΜΑΣΤΡΟΠΑΝΝΗ, Μ., ΑΞΙΩΤΗΣ, Ι., ΧΑΤΖΗΜΑΝΩΛΑΚΗΣ, Κ., ΑΝΑΓΝΩΣΤΟΥ, Λ., ΛΙΟΥΠΗΣ, Σ.,
ΛΟΥΚΑ, Σ., & ΜΠΑΛΤΑΤΖΗ, Ε. (2019). Contribution in the study of Aujeszky's disease. II. Isolation and study of
Aujeszky's virus from piglets and rats. Journal of the Hellenic Veterinary Medical Society, 32(3), 221-227.
http://epublishing.ekt.gr | e-Publisher: EKT | Downloaded at 23/08/2021 03:47:08 |
doi:https://doi.org/10.12681/jhvms.21500
http://epublishing.ekt.gr | e-Publisher: EKT | Downloaded at 23/08/2021 03:47:08 |
—221 — 
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CONTRIBUTION IN THE STUDY OF AUJESZKY'S DISEASE 
II. ISOLATION AND STUDY OF AUJESZKY'S VIRUS FROM PIGLETS AND RATS 
BY 
STOFOROS. E., MASTROYANNI. M., AXIOTIS. I., XAJIMANOLAKIS. C , 
ANAGNOSTOU. L., LIOUPIS. S., LOUCA. S., BALTAJI. E. 
S U M M A R Y 
The virus of Aujeszky's disease isolated from three outbreaks of the disease in piglets and 
rats was studied. Physicochemical, biological and serological methods were used for virus identi­
fication. High mortality with nervous symptoms in suckling piglets and abortions with agalaxia 
were the main sym tomos. In one outbreak the virus infected also cattle. Dogs and cats of the 
farm were died. 
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Ή νόσος τοΰ Aujeszky (ψευδολύσσα) έχει περιγραφή εις τήν χώρον μας εις διάφορα είδη 
ζώων (Χριστοδούλου και συν. 1952, 1953, 1970, Παπαδόπουλος 1974). Ή νόσος δέν έχει άνα-
φερθή εις τους χοίρους αν και ή ϋπαρξις έξουδετερωτικών αντισωμάτων διεπιστώθη εις τόν ό 
ρόν αίματος τούτων (Δραγώνας και συν. 1969). 
Επειδή ή νόσος τοΰ Aujeszky θεωρείται διεθνώς εκ τών σπουδαιότερων τοϋ χοίρου, μέ σο­
βαρός οικονομικός ζημίας, έθεωρήσαμεν σκόπιμον νά άναφέρωμεν τήν άπομόνωσιν και μελέ-
την τοΰ ίου τούτου εις τρεις εστίας - χοιροστάσια και νά περιγράψωμεν ταύτην όπως ενεφανί­
σθη. Εις προηγουμένην μελέτην μας περιεγράψαμεν τάς μακροσκοπικός και ιστολογικός αλ­
λοιώσεις της νόσου (Στοφόρος και συν. 1977). 
ΙΣΤΟΡΙΚΟΝ 
Πρώτη εστία. 
Είς χοιροστάσιον βιομηχανικού τύπου, είς τήν περιοχήν Ευβοίας, ενεφανίσθη 
νόσος, ή οποία προεκάλεσε τον θάνατον τών χοιριδίων είς ποσοστόν 20-80% 
εις τριάντα τοκετοομάδας. Τά χοιρίδια, ηλικίας 15 ήμερων, παρουσίαζαν νευ­
ρικά συμπτώματα (τριγμόν τών οδόντων, κινήσεις τών άκρων δίκην ποδηλά­
του κ. λ. π.) δέν εθήλαζον καί συνήθως έθνησκον εντός 48 ωρών από της εμ­
φανίσεως τών κλινικών συμπτωμάτων. Ή νόσος άπέδραμεν εντός μηνός χω­
ρίς νά προσβάλη τους παχυνομένους χοίρους καί χοιρομητέρας. 
Δευτέρα εστία. Αύτη παρετηρήθη είς χοιροστάσιον βιομηχανικού τύπου, 
είς τήν περιοχήν της Αιτωλοακαρνανίας, ή νόσος προσέβαλεν περίπου 1000 
χοιρίδια ηλικίας 1-30 ήμερων, μέ ποσοστόν θνησιμότητος 100%. Τά συμπτώ­
ματα προσομοιάζουν μέ τά της πρώτης εστίας, ή δέ νόσος άπέδραμε μετά ένα 
μήνα. 
Τρίτη εστία. Αύτη ήτο σοβαρωτέρα τών άλλων δύο. Ενεφανίσθη εις χοι­
ροστάσιον βιομηχανικού τύπου της περιοχής Θηβών καί προεκάλεσεν τόν θά­
νατον (700) επτακοσίων χοιριδίων. Τά χοιρίδια ήσαν ηλικίας 24 ωρών έως 30 
ήμερων μέ ποσοστόν θνησιμότητος 100%. Τά κλινικά συμπτώματα προσ­
ομοιάζουν μέ τά προηγούμενα, πλην δμως παρουσιάσθησαν άποβολαί είς ύ-
ψηλόν ποσοστόν καί γενική αδιαθεσία είς τους παχυνομένους χοίρους ή όποια 
διήρκεσεν 2 έως 3 ήμερες. Μετά έπανήρχοντο εις τήν φυσιολογικήν κατάστα-
σιν. 
Εις τήν ιδίαν κτηνοτροφική μονάδα έξετρέφοντο καί μόσχοι παχύνσεως, οί 
οποίοι επίσης προσεβλήθησαν ύπό της νόσου. Οί προσβληθέντες μόσχοι, εις 
ποσοστόν "8%, παρουσίασαν έντονον κνησμόν καί σπασμούς είς δύο δέ μό­
σχους παρετηρήθη θλάσις τοΰ μετωπιαίου οστού καί άπόπτωσις τοΰ κέρατος. 
Ή άπόληξις ητο ό θάνατος. 
Επίσης έθανον όλοι οί περιφερόμενοι εις τήν έκτροφήν κΰνες καί γαλαΐ. 
Μετά ένα μήνα ή νόσος άπέδραμεν καί έκ της εστίας ταύτης. 
Επειδή ύποψιάσθημεν άπό τήν αρχήν τήν νόσον τοΰ Aujeszky έτείναμεν 
τάς προσπάθειας μας προς αυτήν τήν κατεύθυνσιν. Έν τούτοις προέβημεν καί 
είς μικροβιολογικός εξετάσεις αί όποΐαι απέβησαν άρνητικαί.. Εις δλας τάς ε­
στίας ήκολουθήθη ή ιδία τεχνική απομονώσεως τοΰ λοιμογόνου παράγοντος. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
Τά υλικά τα όποια έχρησιμοποιήθησαν δια την άπομόνωσιν τοϋ παθογό­
νου παράγοντος ήσαν εγκέφαλος χοιριδίων, μυών και κονίκλων-ίνδοχοίρων 
(πειραματόζωα) ένοφθαλμισθέντων και θανόντων, καθώς επίσης και σιαλογό-
νοι αδένες μυών της περιοχής τών εστιών. Τα ανωτέρω παθολογικά υλικά με­
τά την έπεξεργασίαν των μέ αντιβιοτικά είς εναιώρημα 20% εντός τοΰ υλικού 
Hanks έφυγοκεντρήθησαν και ένωφθαλμίσθησαν είς κυτταροκαλλιεργείας και 
πειραματόζωα. 
Κυτταροκαλλιέργειαι. Παρεσκευάσθησαν κυτταροκαλλιέργειαι νεφρικών 
κυττάρων PK 15 είς σωλήνας κυτταροκαλλιεργείας καί Leighton και 
ένωφθαλμίσθησαν μέ τά ανωτέρω παθολογικά υλικά. Έγένοντο συνολικώς 4" 
δίοδοι. 
Πειραματόζωα. Εγκέφαλοι χοιριδίων, μυών καί σιαλογόνοι αδένες μυών έ-
πεξηργάσθησαν ώς αναφέρεται ανωτέρω καί άνευ φυγοκεντρήσεως ένωφθαλμί­
σθησαν ύποδορείως, όπισθεν τής κεφαλής είς ποσότητα 2 κυβ. εκατ. είς κονίκ­
λους καί ίνδοχοιρίδια. 
Επίσης τά ανωτέρω πειραματόζωα ένωφθαλμίζοντο καί μέ υπερκείμενο ύ-
λικόν κυτταροκαλλιεργειών, αί όποίαι ένεφάνισαν κυτταροπαθόγονον ένέρ-
γειαν. 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
Κυτταροπαθογόνος ενέργεια εις τάς κυτταροκαλλιεργείας 
Μετά τον ένοφθαλμισμόν τών κυτταροκαλλιεργειών μέ τό παθολογικόν ύ-
λικόν παρηκολουθούντο διά την έμφάνισιν κυτταροπαθογόνου επιδράσεως. Τά 
πρώτα σημεία ενεφανίσθησαν μετά άπό 24 ώρας άπό τοΰ ενοφθαλμισμού μέ 
πλήρη καταστροφήν του κυτταρικού ταπητίου εντός 72 ωρών, ήτοι: 
κύτταρα στρογγυλά, διαθλαστικά, συγκεντρωμένα είς ομάδας. Ό λοιμογόνος 
παράγοον άπεμονώθη έξ δλων τών παθολογικών υλικών. 
Παθογόνος δρασις εις τά πειραματόζωα. 
Μετά τήν μόλυνσιν τών πειραματόζωων (κονίκλων καί ίνδοχοίρων) παρη­
κολουθουντο ταύτα συνεχώς. ΊΕΘανον μετά 70 περίπου ώρας, άφοΰ προηγήθη 
έντονος κνησμός, νευρικά συμπτώματα καί εξελκώσεις είς τό σημεΓον έγχύ-
σεως μεγέθους ταλλήρου. Είς δλας τάς περιπτώσεις έγένοντο διαδοχικαί δίο­
δοι άπό κόνικλον είς κόνικλον καί άπό ίνδόχοιρον είς ίνδόχοιρον. 
Ό λ α τά πειραματόζωα ένεφάνισαν τήν αυτήν κλινικήν είκόνα. Ό θάνατος τών 
πειραματόζωων συνήθως έπισυνέβαινε τό τρίτον είκοσιτετράωρον, ένώ ή έναρ-
ξις τών συμπτωμάτων τό δεύτερον είκοσιτετράωρον άπό τοΰ ενοφθαλμισμού. 
Ό απομονωθείς λοιμογόνος παράγων έξ όλων τών κυτταροκαλλιεργειών 
καί πειραματόζωων έμελετήθη ώς προς τάς κάτωθι ίδιότητας: 
α) Άνθεκτικότης είς τόν αιθυλικό ν αίθέρα: 
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Ό αιθυλικός αίθήρ άνεμίχθη είς ποσοστον 20% μετά υλικού κυτταροκαλ-
λιεργειών αί όποίαι παρουσίασαν κυτταροπαθογόνον ένέργειαν. Μετά ίσχυράν 
άνάδευσιν, αφέθησαν τά υλικά 30' είς τον έπωαστικον κλίβανον 37° C καί κα­
τόπιν μετά τήν πλήρη έξάτμησιν τού αίθυλικοΰ αίθέρος έγένετο έκ νέου ενο­
φθαλμισμός κυτταροκαλλιεργειών. 
Διεπιστώθη διαφορά είς τήν λοιμογόνον δύναμιν του ίοΰ δια τάς κυτταρο-
καλλιεργείας αί όποίαι ένωφθαλμίσθησαν μέ ίον έπεξηργασμένον με αίθυλικόν 
αιθέρα. 
Ώ ς αναφέρουν οί Andrews Horstman (1949), ioì οί όποιοι έχουν λιπίδια είς τό 
περίβλημα τους, καταστρέφονται μετά τήν έπεξεργασίαν των μέ τον αίθέρα ή 
δλλας ουσίας, ώς είναι τό χλωροφόρμιον (Feldmann καί Wang 1961). 
β) Καθορισμός του τύπου του πυρηνικού οξέος 
'Αναστολείς της ενδοκυτταρικής βιοσυνθέσεως χρησιμοποιούνται συχνά 
δια τήν καταστολήν τής άναδιπλώσεως τού ίου, προς τον σκοπόν τοϋ καθορι­
σμού τού τύπου τού πυρηνικού οξέος τού ύπό μελέτην ίοΰ, (Salzman 1960). 
Ήκολουθήθη ή κατωτέρω τεχνική: Μετά τήν άφαίρεσιν τού υλικού αναπτύ­
ξεως έκ των κυτταροκαλλιεργειών καί 18 ώρας προ τού ενοφθαλμισμού τού­
των, προσετίθετο είς το υλικό συντηρήσεως ΙΟ-4 5-Bromo-2- Deoxyuridine. 
Μετά tòν ένοφθαλμισμόν, τό χρησιμοποιηθέν ύλικόν συντηρήσεως περιήχεν 
επίσης τήν ανωτέρω άναλογίαν τής προστεθείσης ουσίας. Ώ ς μάρτυρες έχρη-
σιμοποιήθησαν κυτταροκαλλιέργειαι άνευ 5-Bromo-2-Deoxyuridine αί όποίαι έ­
νωφθαλμίσθησαν ή όχι. Μετά τήν πάροδον τεσσάρων ήμερων καί τήν έμφάνι-
σιν ΚΠΕ είς τους μάρτυρας ίοΰ σωλήνας κυτταροκαλλιεργειών έγένετο τρις 
ψύξις-άπόψυξις σωλήνων καί τιτλοποίησις κατά τήν οποίαν διεπιστώθη μείω-
σις τού λοιμογόνου τίτλου τού ίού δταν ούτος έπεξηργάσθη μέ 5-Bromo-2-
Deoxyuridine. 
γ) Χρώσις δΓ αίματοξυλϊνης ήωσίνης 
Έχρωματίσθησαν δι' αίματοξυλίνης-ήωσίνης αί καλυπτρϊδες (σωλήνες Lei-
ghton) έπί τών οποίων είχεν ένωφθαλμισθή τό ύπό Ελεγχον παθολογικόν ύλι­
κόν καί ένεφάνισαν κυτταροπαθογόνον έπίδρασιν. Ήκολουθήθη ή κλασσική 
μέθοδος χρώσεως. Διεπιστώθη δτι ή χρωματίνη τού πυρήνος ήτο τοποθετημέ­
νη περιφερειακώς είς τήν πυρηνικήν μεμβράνην. 
δ) Χρώσις δια τών φθοριζόντων αντισωμάτων 
Έχρησιμοποιήθησαν καλυπτρΐδες (σωλήνες Leighton) ώς ανωτέρω, αί ό­
ποίαι έν συνεχεία έχρωματίσθησαν δια φθοριζόντων αντισωμάτων διά της άμε­
σου μεθόδου+ 
Διεπιστώθη είδικός φθορισμός κοκκώδης είς τον πυρήνα καί τό κυτταρό­
πλασμα, τήν 18ην καί 24ην ώραν άπό τού ενοφθαλμισμού, 
ε) Δοκιμή όροεξουδετερώσεως 
Ό ύπό έλεγχον λοιμογόνος παράγων εξουδετέρωση διά τού θετικού άντιο-
+ Τα φθορίζοντα αντισώματα μας έπρομήθευσαν το Institute Zooprofilatic Brescia Italia 
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ροΰ Aujeszky, ήκολουθήθη δέ ή κατωτέρω τεχνική. 
Έγένοντο ύποδεκαπλάσιαι αραιώσεις του λοιμογόνου παράγοντος εντός υ­
λικού Eagle. Μετά την προσθήκην ίσης ποσότητος άφ' ενός μεν άντιορού 
Aujeszky+ + , άφ' ετέρου δέ φυσιολογικού όρου κονίκλου, τα άνοιτέρω μίγματα ε­
τέθησαν επί 18 έως 25 ώρας είς τόν κλίβανον είς τους 37° C . Έν συνεχεία έ-
νωφθαλμίσθησαν άνά δύο σωλήνες κυτταροκαλλιεργειών δια 0,2 κυβ. εκατ. έξ 
εκάστης διαλύσεως και παρηκολουθήθησαν έπί πενθήμερον συνεχώς. Ό απο­
μονωθείς ίός έξουδετερώθη διά του άντιορού Aujeszky μέ δείκτη ν όροεξουδε-
τερώσεως 4. 
ΣΥΖΗΤΗΣΙΣ 
Έκ τριών διαφορετικών εστιών άπεμονώθη ίός, ό όποιος έμελετήθη κεχω-
ρισμένως. Ό ίός παρουσίασε τάς ίδίας ακριβώς φυσικοχημικός, βιολογικός 
και ορολογικός ίδιότητας. 
Ό ίός άπεμονώθη άφ' ενός μέν έξ εγκεφάλου ασθενών χοιριδίων, άφ' έτερου 
δέ έξ εγκεφάλου ένοφθαλμισθέντων πειραματόζωων (κονίκλων και ίνδοχοί-
ρων). Ή μόλυνσις τών πειραματόζωων επετεύχθη επίσης καί έξ υλικού κυττα­
ροκαλλιεργειών αί όποίαι ένεφάνισον κυτταροπαθογόνον έπίδρασιν καθώς επί­
σης καί έκ πειραματόζωου είς πειραματόζωον. 
Ή σύλληψις κατόπιν θανατώσεως μυών οί όποιοι διαβιούσαν εντός τών χοι-
ροστασίων έδωσε τήν δυνατότητα νά άπομονωθή έκ τών σιελογόνων αδένων 
τούτων ίός απολύτως όμοιος μέ τόν προηγούμενον. 'Αντιθέτως ό Ulbrich 
(1970) δέν κατόρθωσεν νά απομόνωση είς παρόμοιας περιπτώσεις ίόν Auje­
szky έκ μυών. Ή άπομόνωσις του ίου έκ τών ανωτέρω μυών κατορθώθη μό­
νον μετά τόν ένοφθαλμισμόν εναιωρήματος 20% σιελογόνων αδένων είς δύο 
κονίκλους. Οί κόνικλοι έθανον έξ ημέρας μετά τόν ένοφθαλμισμόν. Ό ενο­
φθαλμισμός διά εγκεφάλου απέβη αρνητικός διά τήν άπομόνωσιν τοΰ ίου. 
Ή νόσος μετεδόθη καί ό ίός άπεμονώθη έκ κονίκλων ένωφθαλμισθέντων 
δι' υλικού κυτταροκαλλιεργειών, αί όποίαι ένεφάνισον κυτταροπαθογόνον έπί­
δρασιν. 
Ή κλινική είκών τήν οποίαν παρουσίαζον τα πειραματόζωα προσομοιάζει 
μέ τήν εικόνα τήν οποίαν προκαλεί ό ίός της νόσου τοΰ Aujeszky. 
Είς τάς κυτταροκαλλιέργειας εϊχαμεν κυτταροπαθογόνον έπίδρασιν. Τό έ-
νοφθαλμισθέν ύλικόν περιείχε λοιμογόνον παράγοντα διότι άφ' ενός μέν μετε-
δίδετο από κυτταροκαλλιέργειαν είς κυτταροκαλλιέργειαν μέ συνεχώς αύξανό-
μενον λοιμογόνον τίτλον άφ' ετέρου δέ προεκάλη νόσον είς τα πειραματόζωα ή 
οποία προσομοίαζε μέ τήν προκαλούμενη ν διά της άπ' ευθείας μολύνσεως τών 
πειραματόζωων μέ έγκέφαλον ασθενών χοιριδίων. Ή κατάταξις τοΰ άπομονω-
θέντος λοιμογόνου παράγοντος είς τήν ομάδα τών έρπητοϊών επετεύχθη διά 
+ + Τόν άντιορόν Aujeszky μας έπρομήθευσεν ό Dr. Bitsch του State Veterinary Serum Labo­
ratory Denmark 
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τής μελέτης βασικών τους ίδιοτήτο)ν, ό)ς είναι ή άνθεκτικότης είς τόν αίθυλι-
icòv αιθέρα, ό τύπος πυρηνικού οξέος ή μελέτη ΚΠΕ κατόπιν χροοσεως μέ 
αίματοξυλίνη-ήωσίνη, αϊ όποΐαι χαρακτηρίζουν τους έρπητοϊούς και τέλος 
δια της χρώσεως δια των φθοριζόντο)ν άντισο>μάτων και της όροεξουδετερο')-
σεως μέ θετικόν άντιορόν Aujeszky συνηγορούν υπέρ της απόψεως δτι ό άπο-
μονο)0είς λοιμογόνος παράγο)ν ανήκει είς τόν ΐόν Aujeszky. 
ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Άπεμονο')θη ό ιός τοΰ Aujeszky έκ χοιριδύον και μυών έν 'Ελλάδι και έμε-
λετήθη ώς προς τάς φυσικοχημικός, βιολογικός και ορολογικός ίδιότητάς του. 
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